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論文内容の要旨
本論文は，代謝工学的なアフ。ローチを用いたリジン発酵プロセスの代謝反応フラックスのオンライン解析と，その
運転制御への応用についての一連の研究成果をまとめたもので，緒論，第 l 章，第 2 章，第 3 章，および総括の 5 章
から構成されている。
緒論では，本研究の背景を調べ，本研究の意義とその概要について述べている。
第 1 章では Corynebαcterium glutαm~cum のリジン生合成に関しての代謝反応モデルをオンライン利用が可能な
形で構築している。次に，この代謝反応モデルを利用して，増殖，基質消費， リジン生産との関係の解析をおこない，
従来経験的に決定されてきた各速度間の関係や維持定数を生化学情報をベースに把握する方法を提案している。また
この関係を基に，所定の時間内に最大リジン生産を得るための最適化問題を考え，増殖と生産のバランスを最適に組
み合わせる方法を開発しているo
第 2 章では代謝反応モデルを用いて菌体内の代謝フラックスの解析をおこない，培養状態の変化との関係を調べる
ことでオンライン状態認識を可能にするシステムの構築をおこなっている o オンラインデータに含まれるノイズを除
去するため，菌俸とグルコースのデータには拡張カルマンフィルタを，酸素と二酸化炭素については一次フィルタを
適用している o この測定値を用いて代謝フラックス解析をおこなった結果，培養状態を菌体増殖期，リジン高生産期，
リジン生産減表期の 3 つに分け， この 3 つの培養状態をオンラインで認識してグルコースやロイシンの間欠添加や培
養終了などの指標とすることが可能となることを示している o また，菌体内の代謝フラックス分布を解析した結果，
増殖期とリジン生産期とで菌体内のフラックス分布が大きく変化していることが確認され，さらにリジン生産経路と
ペントースリン酸経路との聞に密接な関係があることが確認されているo
第 3 章ではリジン発酵フ。ロセスのより効率的な運転のために， ロイシンが長時間澗渇することによるリジン生産活
性の低下を回避し， リジン高生産期を延長するための方策を半回分培養で実現している。ロイシンの間欠的な添加と
その間隔が培養時間と対糖リジン収率にどのように影響を及ぼすかを調べた結果，培養時間は添加間隔が短い方が延
長できるが， リジン収率については添加間隔が長い方が大きく上回っていた。これらの結果に基づき，間欠流加培養
系において収率を極端に低下させずに長時間の運転をおこなうため，オンライン情報を基に，生産活性にみあったよ
うに添加間隔を短くできる自動添加システムの実現がある限られた範囲内で可能となり，培養時間の延長が可能とな
ることが示されている。
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総括では，以上の結果を要約し，本研究で得られた結論を総括している O
論文審査の結果の要旨
近年，代謝工学の分野では利用可能な生化学の情報から構築された代謝反応モデルを利用することで，生化学ネッ
トワークを解析する試みが数多くなされている D その結果，オフラインでの細胞内の代謝フラックス分布を明らかに
することが可能となり，遺伝子組み換え技術を用いて代謝経路を改変する上での指標とすることが可能となってきて
いる。しかしながら，それらはオフラインでの解析であり，培養プロセスのオンライン制御への適用はなされていな
い。本研究ではこの代謝工学的なアプローチを用いた Corynebαcterium glutαm~cum によるリジン発酵プロセスの
代謝反応フラックスのオンライン解析と，その運転制御への応用を目的としておこなわれたものである o その主な成
果は以下のとおりである。
(1)リジン生産収率や生産生向上を目的とした代謝反応フラックス解析のために必要十分な代謝反応モデルが構築さ
れ，その正当性について検討されている。また， この代謝反応モデルをもとに比速度問の関係式を導出し， リジ
ン発酵回分培養プロセスの最適化に利用することで， リジン生産量が改善されることが示されている D
(2)代謝反応モデルを用いてオンラインで菌体内の代謝フラックスの解析をおこない，培養状態の変化との関係を調
ベ，オンライン状態認識を可能にするシステムの構築がされている D まず，菌体濃度やグルコース濃度といった
非常に多くのノイズを含むオンラインデータのノイズ除去に拡張カルマンフィルタを適用することで， これらの
データのオンライン代謝フラックス解析への利用を可能としている。さらに，代謝反応モデルを利用することで，
菌体内の代謝反応やリジン生産反応のフラックスをオンラインで推定することが可能となり， リジン生産開始時
期の確認，および培養終了時期の判断が可能であることが示されている o また， この状態認識結果をリジン発酵
の運転支援に用いることで， リジン生産収率が改善されている o
(3) リジン生産期におけるロイシンの添加が， リジン高生産活性の維持に有効であることが確認されている。さらに，
ロイシンの添加間隔の対糖リジン収率および培養時間に対する影響を調べることで，対糖リジン収率を極端に低
下させることなく長時間培養するために適したロイシンの添加方策が得られ，その結果， リジン生産量および生
産性が改善されている o
以上のように本論文は，細胞内の代謝フラックス分布をオンラインで解析し，その結果を培養プロセスの運転制御
に適用する意図で，オンラインで利用可能な代謝反応モデ、ルの構築と，それを用いたオンライン状態認識システムの
構築，およびこのシステムを培養プロセスへ適用したものであり，その成果は代謝工学および生物プロセスシステム
工学の発展に寄与するところが大きい。よって本論文は博士論文として価値あるものとして認める o
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